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RESUMO 
 
A avicultura é um dos principais setores do agronegócio brasileiro, 
classificando o país como o maior exportador e o segundo maior produtor 
mundial. Diante do destaque da produção no cenário nacional e internacional, o 
controle da sanidade e das enfermidades das aves é de suma importância, pois 
impacta diretamente a saúde pública e a economia. Nesse contexto, a 
salmonelose é considerada uma das doenças de origem alimentar mais 
comuns e uma zoonose complexa que afeta a saúde pública mundial. O 
sorovar paratífico S. Heidelberg tem sido identificada, no Brasil, em aves e 
produtos derivados desde 1982. Objetivou-se determinar a susceptibilidade a 
onze antimicrobianos assim como a relação filogenética entre 67 cepas de S. 
Heildelberg isoladas na região sul do Brasil. A susceptibilidade aos 
antimicrobianos foi avaliada por meio do teste de disco difusão, e a relação 
filogenética entre as cepas por meio do RAPD. As maiores porcentagens de 
resistência apresentadas pela S. Heidelberg nesse estudo, foi de 100% ao 
ácido nalidíxico e a tetraciclina, 98,5% ao sulfato de colistina, 80,6% a 
amoxacilina/ácido clavulânico e a ceftazidima, e 62,7% ao ceftiofur. Todos os 
isolados foram classificados como multirresistentes. A alta resistência 
encontrada promove um alerta sobre a problemática do uso de antimicrobianos 
em frangos e quanto ao perigo que esse sorovar representa para a saúde 
pública. Na análise de similaridade genética observou-se elevada proximidade 
entre as cepas e foi possível identificar dois clusters e um isolado distinto. Este 
apresentou proximidade genética inferior a 80%. Essa análise ficou restrita a 
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1- INTRODUÇÃO  
 
Salmonella é um dos micro-organismos zoonóticos mais envolvidos em 
doenças alimentares no mundo, possuindo relevância para a saúde pública e 
economia. As salmoneloses são consideradas zoonoses complexas e de 
caráter pandêmico, assim, para os órgãos de saúde, a prevenção é mais 
vantajosa do que o tratamento (SHINOHARA et al., 2008). Dentre as cepas 
envolvidas em doença humana e prevalentes nos plantéis brasileiros, destaca-
se o sorovar S. Heidelberg, sorovar paratífico em emergência, que é 
responsável por doenças humanas de maior gravidade quando comparada a 
outros sorovares paratíficos (ROTHROCK et al., 2014; BACK, 2016).  
Desde 1982, S. Heidelberg tem sido identificado no Brasil, em aves e 
produtos derivados. A prevalência de Salmonella spp. em carcaças de frango 
congeladas e comercializadas em várias cidades brasileiras demonstrou que 
este sorotipo estava entre os 18 mais comuns, representando 6,4% das 
amostras positivas (MEDEIROS et al., 2011). S. Heidelberg dispara entre os 
sorovares mais isolados em aves no sul do Brasil (BACK, 2016). 
S. Heidelberg está apresentando resistência antimicrobiana a 
diferentes classes, como β- lactâmicos, subclasse das cefalosporinas e 
penicilinas. Essa resistência é um problema emergente para a saúde pública, 
acarretando tratamentos humanos mais complexos e caros. Nos EUA, S. 
Heidelberg é frequentemente isolado em carnes de varejo e 
predominantemente de produtos avícolas, apresentando resistência a pelo 
menos uma classe de antimicrobianos, enquanto no Canadá, está entre os três 
mais encontrados. Isso demonstra o quanto o sorovar pode estar relacionado a 
infecções alimentares, sendo problema emergente na saúde pública mundial 
(CDC, 2013; HOFER et al., 1997; ROTHROCK et al., 2014).  
O Brasil possui inúmeras plantas de abate e processamento de frango 
de corte, distribuídas por todo o país, com produção destinada ao comércio 
nacional e internacional. Também é o maior exportador de carne de frango do 





Uma forma adequada de verificar fontes comuns de contaminação e 
disseminação de cepas dentro de um sistema produtivo é a utilização de 
métodos de genotipagem molecular. Dentre eles destacam-se técnicas como o 
PFGE (Pulsed Field Gel Eletrophoresis), ribotipagem e o RAPD (Random 
Amplified Polymorphic DNA) (MARTINS et al., 2006; REZK et al., 2012; SON et 
al., 2013). Caracterizar S. Heidelberg isolados ao longo da cadeia produtiva é 
reconhecidamente importante na compreensão dos perigos. Conhecer suas 
formas de disseminação permite estimar fontes comuns de contaminação, além 




2.1- Objetivo geral 
 
Determinar a susceptibilidade aos antimicrobianos e a relação 
filogenética entre 67 cepas de S. Heidelberg isoladas em indústrias avícolas da 
região sul do Brasil. 
 
2.2- Objetivos específicos  
 Identificar em cepas de S. Heidelberg isoladas de frangos de corte: 
- A susceptibilidade aos antimicrobianos: ácido nalidíxico, amoxacilina/ácido 
clavulânico, ceftazidima, ceftiofur, ciprofloxacina, enrofloxacina, gentamicina, 
imipenem, sulfametoxazol/trimetoprim, sulfato de colistina e tetraciclina, 
estabelecendo perfis de resistência;  
- A relação filogenética entre as cepas; 
- A relação entre os perfis de resistência e a filogenia dos isolados  
 
3- REVISÃO DE LITERATURA 






 O gênero Salmonella é assim nomeado em homenagem ao seu 
descobridor, Daniel Elmer Salmon, cientista americano e microbiologista 
veterinário do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. É reconhecido 
como agente da doença há mais de 125 anos(CDC, 2015). Essas bactérias 
fazem parte da microbiota normal do trato intestinal das aves. Sua ocorrência 
nos produtos finais varia de acordo com o manejo durante a criação e a 
tecnologia no abate, implicando em riscos para o consumidor e dificuldade 
quanto às exportações. Esse gênero pertence à família Enterobacteriaceae, 
caracterizados como bastonetes Gram-negativos, anaeróbios facultativos, não 
esporulados, oxidase negativos e catalase positivos. A maioria dos sorovares 
apresentam motilidade por conta de flagelos peritríquios, porém, os sorovares 
entéricos S. Gallinarum e S. Pullorum são imóveis em razão de serem isentos 
de flagelos (D’AOUST & MAURER, 2007).  
 Embora a temperatura ótima para o crescimento da Salmonella seja 
37°C, essas bactérias conseguem crescer na faixa de 7°C e 45°C. O pH varia 
entre 4 e 9 sendo que o ideal é 7. Bioquimicamente, a maioria dos sorovares 
são fermentadores de glicose, manose e dulcitol. Esses produzem ácidos, gás 
e H2S, não produzem urease e indol, além de não serem fermentadores da 
lactose e sacarose. Utilizam citrato, descarboxilam lisina e ornitina e são 
vermelho de metila positivos. O aquecimento a 60°C por cerca de 15 a 20 
minutos geralmente destrói a bactéria que é sensível a altas temperaturas, 
enquanto o processo de congelamento não provoca a destruição completa, 
apenas reduz significativamente a quantidade de células viáveis (JAY, 2005; 
D’AOUST & MAURER, 2007)  
 As espécies S. enterica e S. bongori constituem o gênero Salmonella. A 
primeira espécie é dividida em seis subespécies (enterica, salamae, arizonae, 
diarizonae, houtenae e indica). O gênero foi assim dividido baseado na 
hibridização do DNA (ácido desoxirribonucleico) e pelas características 
eletroforéticas com enzimas multilocus (JAY, 2005).  
 A divisão do gênero Salmonella em espécies é pouco utilizada nos 
estudos epidemiológicos, assim utiliza-se o esquema de Kaufmann & White na 





composição antigênica e relacionado aos antígenos somático (O), flagelar (H) e 
capsular (Vi). Os antígenos (O) caracterizam os sorogrupos e são designados 
por números arábicos, enquanto o antígeno (Vi) existe somente em um tipo 
sorológico e o antígeno flagelar (H) pode ocorrer em duas fases, assim na fase 
1 este é designado por letras minúsculas do alfabeto enquanto na fase 2 é 
designado por números arábicos (FERREIRA, 2008). 
 
3.2- Epidemiologia de Salmonella e a importância do sorovar S. 
Heidelberg para a saúde pública 
 
A contaminação dos produtos de origem animal desencadeia uma 
infecção alimentar que atualmente afeta a saúde pública mundial, a 
salmonelose. Esta é uma zoonose complexa de caráter pandêmico, sendo o 
seu controle de grande interesse para a saúde pública e também para a 
economia. 
 A alta incidência da salmonelose nos EUA acarreta um custo estimado 
entre $1,3 a $4,0 bilhões por ano que é decorrente de despesas médicas, 
queda na produtividade e ausência no trabalho (SHINOHARA et al. 2008). Na 
União Europeia notifica-se a cada ano mais de 90.000 casos de salmonelose 
que acarretam alto gasto econômico. Segundo a EFSA - European Food 
Safety Authority, o gasto econômico global relacionado a essa infecção 
alimentar ultrapassa três bilhões de euros por ano (EFSA, 2014). 
Os sorotipos que infectam indiferentemente o homem e uma grande 
variedade de animais são os principais responsáveis pelas infecções de origem 
alimentar. A principal forma de transmissão da Salmonella para o homem é por 
meio do consumo de alimentos contaminados, porém a transmissão oro-fecal 
pode ocorrer, assim como pelo contato com animais infectados, destacando 
principalmente a relação entre veterinários e trabalhadores de granjas e 
fazendas (SHINOHARA et al., 2008). 
Com propósito epidemiológico distribui-se o gênero em três grupos, 
sendo que o primeiro contém as espécies que infectam somente o homem, os 





causada pelo gênero. Já o segundo grupo possui os sorovares adaptados ao 
hospedeiro, como S. Gallinarum (aves), S. Dublin (bovinos) e S. Abortus-equi 
(equinos), enquanto o terceiro grupo é responsável pelos sorovares não 
adaptados, ou seja, sem preferência de hospedeiro, são patogênicos aos 
humanos e aos animais, como S. Heidelberg e S. Enteritidis. Os alimentos de 
origem animal comumente incriminados na transmissão da Salmonella são a 
carne de aves e bovinos, leite e ovos. As possíveis vias de contaminação dos 
ovos são a transovariana, translocação a partir do peritônio para a gema ou 
oviduto, penetração do micro-organismo proveniente da cloaca na casca do 
ovo, lavagem de ovos e manipuladores de alimentos (JAY, 2005; SHINOHARA, 
2008; SMITH; SERIK & AJAYI, 2016).  
A carcaça do frango pode ser contaminada durante as operações do 
abate por meio do patógeno que estava presente tanto no ambiente de criação 
das aves como nas penas, no intestino e na pele, assim como pela 
contaminação cruzada dentro de cozinhas industriais e domiciliares (COLLA et 
al., 2012). Além das aves, o trato intestinal de muitos animais é reservatório 
para o micro-organismo que ainda sobrevive em diversos ambientes, 
possuindo dessa forma alto potencial de disseminação (EFSA, 2014). 
 Os sintomas apresentados pela maioria das pessoas infectadas surgem 
em torno de doze a quatorze horas após a ingestão do alimento contaminado, 
e consistem em náuseas, vômitos, dores abdominais, dor de cabeça, calafrios 
e diarréia que são geralmente acompanhados por fraqueza, fadiga muscular, 
febre moderada, nervosismo e sonolência que persistem por cerca de dois a 
três dias (BUCKLE; WALKER & BLACK, 2012). 
 
3.3- Resistência antimicrobiana em Salmonella sp.  
 
 A avicultura enfrenta na atualidade situações de emergência em toda a 
cadeia de produção de aves relacionada com a resistência antimicrobiana de 
patógenos. Um dado preocupante com relação a resistência está relacionado a 
transmissão de Salmonella ao homem via consumo de alimentos de origem 





ocasiona uma pressão de seleção, favorecendo o surgimento de cepas 
resistentes e, com isto, reduz as opções terapêuticas disponíveis (LAI et al., 
2014). A cadeia de produção avícola é afetada diretamente, já que 
importadores, como a União Européia, baniu o uso dos antimicrobianos como 
promotores de crescimento animal, pois a resistência a várias classes de 
antimicrobianos pode ser devido à resistência cruzada com antibióticos de uso 
veterinário (PALERMO NETO, 2014). 
O sorovar S. Heidelberg apresenta resistência a diferentes 
antimicrobianos, como a cefoxitina, ceftriaxona, amoxicilina, ácido clavulânico e 
ampicilina, que são representados em duas sub-classes dos β- lactâmicos: as 
cefalosporinas e as penicilinas. Os β- lactâmicos possuem ação na parede 
celular bacteriana. Interferem na síntese da camada de peptideoglicano por 
meio de diferentes mecanismos que impedem a união das cadeias peptídicas. 
Atuam exclusivamente sobre bactérias que possuem atividade biossintética da 
parede celular, ou seja, aquelas em fase de crescimento e reprodução. 
(ALTERTHUM, 2008; CARATTOLI, 2008). Essa resistência é um problema 
emergente para a saúde pública, acarretando tratamentos mais complexos e 
caros. Estima-se que os Estados Unidos tenham uma despesa de $365 
milhões por ano com doenças provocadas por salmonelas não tifóide 
resistentes aos antimicrobianos (ROTHROCK et al., 2014). 
Um dos sorovares de Salmonella relacionada com infecções alimentares 
em humanos é S. Heidelberg, que é capaz de produzir doenças mais graves 
quando comparada a outros sorovares paratíficos. Esse sorovar parece ser 
mais invasivo, o que implica em um maior potencial patogênico, que é 
agravado pela resistência antimicrobiana, considerada um problema 
emergente. Em 2014, nos Estados Unidos, o sorovar apresentou resistência a 
ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas 
(sulfametoxazol/sulfisoxazole) e tetraciclina (CDC, 2014a). 
 Nos Estados Unidos, em março de 2013 foi notificado um surto por S. 
Heidelberg envolvendo 634 pessoas de 29 estados. As cepas apresentaram 





de hospitalização dos indivíduos infectados. Esta resistência além de dificultar 
o tratamento, também eleva o custo para o sistema de saúde (CDC, 2014b). 
Em um estudo realizado por Cardoso et al. (2015) entre o período de 
2000 a 2010, utilizando 609 carcaças de frango resfriadas oriundas de 
diferentes abatedouros comerciais do Estado de São Paulo, 89 amostras 
(14,6%) apresentaram contaminação por Salmonella spp. No ano de 2006, a 
maior porcentagem de amostras positivas foi para S. Enteritidis, e em seguida 
para S. Heidelberg. Entre 2009 e 2010 a S. Enteritidis permaneceu como o 
sorovar de maior prevalência em resultados de ribotipagem, e a S. Heidelberg 
também de destacou. 
S. Heidelberg está entre os cinco principais sorotipos associados a 
salmonelose humana e também se encontra entre os sorovares mais 
comumente isolados de aves (CDC, 2008; FDA, 2010). 
 
3.4- Tipagem molecular e a técnica de RAPD (Random Amplified 
Polymorphic DNA) 
 
 A avaliação da disseminação de patógenos ao longo da cadeia produtiva 
de alimentos é importante para que as indústrias possam atuar na prevenção e 
na implantação de programas mais eficazes de controle. A utilização de 
métodos moleculares de subtipagem para a caracterização e agrupamento de 
micro-organismos baseados em suas características genotípicas tem se 
tornado comuns em laboratórios de saúde pública. 
 A tipagem molecular é definida como a utilização de técnicas de biologia 
molecular com o objetivo de realizar a caracterização bacteriana. O uso destas 
ferramentas permite o rastreamento de determinado micro-organismo em 
investigações epidemiológicas, fornecendo informações importantes sobre a 
característica do patógeno, além de dados sobre a similaridade entre isolados, 
a origem e disseminação das cepas (ALVES et al., 2003). 
 Vários métodos moleculares têm sido utilizados para a tipagem de 
Salmonella, dentre estes, ribotipagem (MARTINS et al., 2006), Pulsed Field Gel 





Intergenic Consensus – PCR (ERIC-PCR) (CAMPIONI; BERGAMINI; FALCÃO, 
2012), Multilocus Sequence Typing (MLST) (NODA et al., 2011) e o Random 
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (REZK et al., 2012).  
 A técnica de RAPD tem sido muito utilizada para estudos 
epidemiológicos envolvendo cepas de Salmonella isoladas ao longo do 
processo produtivo de frangos (NAWAR; KHEDR, 2014). 
 A técnica também conhecida por amplificação randômica de DNA 
polimórfico foi desenvolvida nos Estados Unidos por dois grupos 
independentes. Williams et al. (1990) descreveram a técnica no contexto de 
análise Mendeliana demonstrando a identificação de marcadores genéticos 
para mapeamento e patentearam a tecnologia pelo nome mais comum, RAPD. 
Welsh & McClelland (1990) propuseram uma denominação mais apropriada à 
técnica, AP-PCR (Arbitrarily Primed - Polymerase Chain Reaction), pois os 
primers possuem sequência arbitrária, mas a amplificação tecnicamente não 
ocorre ao acaso, mas em lugares específicos no genoma. O experimento 
desse segundo grupo de pesquisadores foi gerar impressões digitais 
(fingerprints) genômicos, simples e reproduzíveis para a identificação de 
linhagens por meio da utilização de géis de eletroforese em poliacrilamida de 
maior poder de resolução unido aos primers um pouco mais longos. 
Independente das pequenas variações no nome e na metodologia, a técnica 
utilizando primers de sequência arbitrária abriu uma nova perspectiva para a 
análise genômica de indivíduos e populações além de permitir a realização de 
análise genética em espécies que não eram contempladas anteriormente 
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA,1998). 
 A metodologia da técnica RAPD consiste na amplificação de DNA 
utilizando um par de iniciadores com baixa relação de complementariedade ao 
DNA alvo. A reação ocorre em condições de baixa estringência, permitindo aos 
primers se anelarem em vários locais ao longo da dupla fita de DNA, obtendo 
assim muitos fragmentos amplificados e revelando a diversidade genética dos 
micro-organismos, o que possibilita a comparação entre isolados de diferentes 





 A técnica RAPD é basicamente uma variação do protocolo de PCR 
(Reação em Cadeia da Polimerase), distinguindo-se em duas características: 
utiliza um primer único ao invés de um par, e o primer único tem sequência 
arbitrária, sendo assim, a sua sequência alvo é desconhecida. Para que ocorra 
a amplificação de um fragmento RAPD no genoma analisado, duas sequências 
de DNA complementares ao primer arbitrário devem estar suficientemente 
anexos (< 4000 pares de base) e em orientação oposta, de maneira a permitir 
a amplificação exponencial de um segmento de DNA pela DNA polimerase. 
Devido a grande quantidade de DNA produzido, o segmento pode ser 
visualizado diretamente na forma de uma banda num gel de eletroforese. 
Geralmente a eletroforese é conduzida em gel de agarose e a visualização é 
feita com brometo de etídio em luz ultravioleta, porém, de forma alternativa 
podem ser utilizados géis de poliacrilamida de alta resolução e as bandas 
serem visualizadas por autoradiografia ou coloração com nitrato de prata. Cada 
primer arbitrário se dirige a síntese de vários segmentos de DNA, 
simultaneamente em diversos pontos do genoma, originando várias bandas no 
gel (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,1998). 
 Uma das principais vantagens práticas da técnica RAPD é a 
simplicidade e rapidez, pois, a técnica consegue ser dez vezes mais eficiente 
em tempo e mão de obra quando comparado a técnica RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphism), cujos marcadores baseiam-se na 
hibridização do DNA, enquanto o RAPD se baseia na amplificação do mesmo. 
O RAPD é mais eficiente devido à possibilidade de se detectar polimorfismo 
pela visualização direta das bandas no gel, o que elimina todas as etapas de 
transferência de DNA para membranas, hibridização com sondas e 
autoradiografia.  Outra grande vantagem da técnica é a quantidade mínima de 
DNA necessária para a análise genotípica de um indivíduo ou de um micro-
organismo, além de ser mais sensível na detecção de polimorfismo no DNA por 
se basear na técnica de PCR. Além disso, o RAPD oferece uma técnica 
alternativa de clonagem de segmentos genômicos, que é simples e eficiente, 
no qual os segmentos uma vez amplificados e separados por eletroforese 





vitro” sem necessidade de vetores, e amplificados por PCR quando necessário. 
Além do que já foi citado, o custo da técnica também é uma vantagem, pois é 
menor em termos de valor dispendido por dado genotípico quando comparada 
ao RFLP e consiste em uma tecnologia acessível que pode ser utilizada 
cotidianamente (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). 
 A principal limitação da técnica RAPD é o baixo conteúdo de informação 
genética por loco. Em alguns casos, o desconhecimento prévio da base 
genética das bandas RAPD, assim como a elevada sensibilidade de detecção 
também podem ser uma limitação. A elevada sensibilidade de detecção pode 
limitar a capacidade de se realizar a análise dos mesmos marcadores em 
indivíduos geneticamente distantes (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,1998). 
 
4- METODOLOGIA  
4.1- Amostras  
 
 Avaliou-se 67 cepas de S. Heidelberg já sorotipadas e previamente 
isoladas na região sul do Brasil por empresa avícola brasileira com ciclo 
completo de produção de frangos de corte. As cepas foram isoladas no ano de 
2016, entre os meses de maio e julho, e depositadas na bacterioteca do 
Laboratório de Epidemiologia Molecular da Faculdade de Medicina Veterinária 
da Universidade Federal de Uberlândia. O produto final (carcaça, cortes e 
derivados) produzido pela indústria é comercializado no mercado interno e 
também destinado à exportação.  
Os isolados foram identificados quanto à data e local de isolamento, 
sendo provenientes de granjas de frangos de corte (fezes, suabes de arrasto 
do aviário, caixas de transporte, entre outras) e de abatedouro (carcaças, 
cortes cárneos e ambiente). A susceptibilidade aos antimicrobianos foi avaliada 







4.2- Susceptibilidade aos antimicrobianos 
 
A susceptibilidade das cepas aos antimicrobianos foi avaliada pela 
técnica de disco difusão, utilizando-se o protocolo recomendado pelo Clinical 
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019). Utilizou-se a cepa Escherichia 
coli ATCC 25922 como cepa controle.  
A preparação e padronização dos inóculos foi realizada seguindo o 
método de suspensão direta das colônias. Colônias puras crescidas em Agar 
Triptona de Soja (TSA) (Difco®) foram transferidas para tubos contendo 2mL 
de solução de NaCl 0,85% (Synth®). A turbidez foi ajustada e comparada à da 
solução padrão de MacFarland a 0,5, correspondente a aproximadamente 108 
UFC/mL. Em seguida, os inóculos foram semeados com auxílio de suabes 
estéreis em toda a superfície do ágar Mueller Hinton (MH). As placas 
permaneceram no fluxo laminar por 5 a 15 minutos, à temperatura ambiente, 
para que o inóculo fosse completamente absorvido pelo ágar antes da 
aplicação dos discos.  
Após absorção, adicionou-se os seguintes discos de antimicrobianos: 
ácido nalidíxico (30 µg) (quinolona), amoxacilina/ácido clavulânico (10µg) (β-
lactâmico/penicilina + inibidor de beta-lactamases), ceftazidima (30 µg) (β-
lactâmico – cefalosporina de 3ª geração), ceftiofur (30 µg) (β-lactâmico – 
cefalosporina de 3ª geração), ciprofloxacina (5 µg) (fluoroquinolona), 
enrofloxacina (5 µg) (fluoroquinolona), gentamicina (10 µg) (aminoglicosídeo), 
imipenem (10 µg) (β-lactâmico – carbapenem), tetraciclina (30 µg) (tetraciclina), 
sulfato de colistina (10 µg) (polimixina), sulfametoxazol/trimetoprim (25 µg) 
(sulfonamida e diamino-pirimidina) (LABORCLIN®). A seleção dos 
antimicrobianos foi baseada no uso dessas drogas na medicina veterinária e 
humana assim como em relatos de resistência.  
A incubação foi realizada em estufa bacteriológica a 37°C por 18-20 
horas e, em seguida, mediu-se os diâmetros dos halos de inibição (em 
milímetros) para classificação dos micro-organismos como sensível (S), 





Isolados de Salmonella resistentes a três ou mais classes de 
antimicrobianos foram classificados como multirresistentes (BRASIL, 2007).  
 
4.3- Análise filogenética das cepas de S. Heidelberg: RAPD-PCR (Random 
Amplified Polymorphic DNA) 
 
A extração do DNA bacteriano foi realizada utilizando o kit comercial 
DNA Purification Kit (Promega®) de acordo com as instruções do fabricante. 
Realizou-se uma cultura overnight a 37ºC de cada um dos isolados, 
adicionando uma colônia pura, previamente crescida em ágar TSA, em caldo 
infusão de cérebro e coração (BHI) (Oxoid). Desta cultura, 1 mL foi transferida 
para um tubo de 1,5 mL e em seguida, centrifugada a 13.000-16.000×g por 2 
minutos para sedimentação das células. O sobrenadante foi removido e 
adicionou-se 600μL de solução de lise nucleica, sendo a mistura incubada a 
80°C durante 5 minutos para promover a lise celular. Ao atingir a temperatura 
ambiente, adicionou-se ao tubo contendo o lisado celular 3 µL de solução de 
RNase, que foi invertido de 2 a 5 vezes para homogeneização, seguida da 
incubação a 37°C de 15 a 60 minutos. Após, adicionou-se 200 µL da solução 
de precipitação de proteínas ao lisado de células tratadas com RNase, que 
posteriormente foi agitado vigorosamente em alta velocidade por 20 segundos 
para misturar a solução de precipitação de proteínas com o lisado de células. 
Após imersão em gelo por 5 minutos a mistura foi centrifugada a 13.000-
16.000×g durante 3 minutos.  
O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um microtubo de 
1,5 mL contendo 600 μL de isopropanol, misturado suavemente por inversão e 
centrifugada a 13.000-16.000 × g durante 2 minutos. Após, o sobrenadante foi 
descartado cuidadosamente, e o tubo escorrido em papel absorvente e 
adicionado de 600 μL de etanol 70% à temperatura ambiente. Após o tubo ser 
invertido cuidadosamente várias vezes para lavar o sedimento de DNA, foi 
centrifugado a 13.000-16.000 x g durante 2 minutos, e o etanol aspirado 
cuidadosamente. Novamente, o tubo foi escoado em papel absorvente e o 





μL de solução de reidratação de DNA ao tubo, incubado a 65°C por 1 hora e 
armazenamento do DNA a 2-8°C.  A quantificação do DNA foi realizada em 
aparelho Nanodrop (Thermo Scientific®) em comprimento de onda de 260nm, 
observando a relação 260/280 a fim de verificar a integridade do DNA (relação 
entre 1,8-2,0). 
Para a realização da técnica de RAPD-PCR utilizou-se o protocolo 
descrito por Oliveira et al. (2007), tendo como controle positivo, a cepa ATCC 
13076 de S. Enteritidis. O DNA previamente extraído foi utilizado para a análise 
molecular pelo uso de dois primers individualmente, descritos por Lin et al. 
(1996), sendo eles, 23L (5' - CCGAAGCTGC - 3') e P1254 (5' - CCGCAGCCAA 
- 3'). 
 A técnica de RAPD-PCR foi realizada a partir de um volume final de 
25μL contendo 1μL de DNA da amostra à 50 ng/μL, 2,5 μL de tampão 10X, 
0,75 μL de 50 mM MgCl2, 1,25 μL de 10 pmol/μL da sequência forward e 
reverse de cada primer (Invitrogen®), 0,25 μL de 20 mM do mix de dNTPs 
(Invitrogen®), 0,25 μL de Taq (5U/μL) (Invitrogen®) e 17,75 μL de H2O 
ultrapura. A concentração utilizada para os iniciadores foi de 50 pmol para 
P1254 e 30 pmol para 23L. A reação PCR foi conduzida dentro das seguintes 
condições: um ciclo de 94ºC por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de 94ºC por 1 
minuto, 35ºC por 1 minuto, 72ºC por 2 minuto, e extensão final a 72º C por 5 
minutos.  
 Realizou-se as reações de PCR em termociclador (Eppendorf®) e os 
produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose a 
1,5% por 120 minutos, sendo o gel corado com Sybr Safe (Invitrogen®), 
utilizou-se o marcador de 100 PB, e posteriormente o gel foi visualizado em 
transluminador UV (Loccus Biotecnologia®).  
 
4.4- Análise dos resultados  
 
Os resultados foram tabulados e submetidos à análise por meio da 
estatística descritiva, com cálculo das porcentagens de resistência 





Para a análise de similaridade genética entre as cepas pela técnica 
RAPD utilizou-se a análise pelo Programa GelCompar II (Comparative Analysis 
of Electrophoresis Paattems), versão 1.5 (Applied Maths Korthrijk, Belgium). Os 
perfis de bandas obtidos no gel captados pelo programa foram utilizados para 
construir uma matriz de similaridade por comparação entre pares de cepas 
usando o coeficiente de similaridade de Dice, adotando-se 1% de tolerância 
para cada primer separadamente. A análise final foi baseada na média de 
experimentos (average from experiments) pelo método UPGMA (Unweighted 
Pair Group Method With Arighmetic Mean) para construção do dendrograma, 
em que os isolados foram agrupados em clusters quando apresentaram 
homologia superior a 80% ou em genótipos distintos quando inferior a 80%, 
enquanto os de homologia superior a 99% foram classificados como clones. As 
cepas foram comparadas considerando o local de isolamento, data de coleta e 
perfil de resistência.  
 
5- RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Os resultados dos percentuais de resistência para os antimicrobianos 
testados nas 67 cepas de S. Heidelberg estão apresentados na figura 1. Estes 
percentuais são referentes ao somatório dos isolados classificados como 
resistentes e intermediários pelo teste de disco difusão. 
Os maiores índices de resistência correspondem ao ácido nalidíxico 
(quinolonas) e tetraciclina (tetraciclina), em que 100% das cepas demonstraram 
resistência, seguida pelo sulfato de colistina (classe das polimixinas) com 
índice de resistência de 98,5% (66/67). Para a amoxacilina/ácido clavulânico 
(β-lactâmico/penicilina + inibidor de beta-lactamases) e ceftazidima (β-
lactâmico - cefalosporina de 3ª geração) observou-se o índice de 80,6% 
(54/67), enquanto no ceftiofur (β-lactâmico – cefalosporina de 3ª geração), 
observou-se 62,7% (42/67). Os menores percentuais de resistência foram 
encontrados para a enrofloxacina (fluoroquinolona), 29,9% (20/67), e imipenem 





sensíveis a ciprofloxacina (fluoroquinolona), a gentamicina (aminoglicosídeo), e 
ao sulfametoxazol/trimetoprim (sulfonamida e diamino-pirimidina). 
 
 
Figura 1. Frequência (%) de resistência antimicrobiana em Salmonella Heidelberg previamente 
isoladas e sorotipadas em aviário de frango de corte e abatedouro. NAL: ácido nalidíxico (30 
µg); AMC: amoxacilina/ácido clavulânico (30 µg); CAZ: ceftazidima (30 µg); CTF: ceftiofur (30 
µg); CIP: ciprofloxacina (5 µg); ENO: enrofloxacina (5 µg); GEN: gentamicina (10 µg); IPM: 
imipenem (10 µg); SUT: sulfametoxazol/trimetoprim (25 µg); CT: sulfato de colistina (10 µg); 
TET: tetraciclina (30 µg). Resistentes: somatório dos isolados classificados como resistentes e 
intermediários pelo teste de disco difusão. 
 
Todas as 67 cepas (100%) de Salmonella foram resistentes a três ou 
mais classes de antimicrobianos e classificadas como multirresistentes – tabela 
1 (BRASIL, 2007).  
A maior porcentagem de resistência encontrada para o ácido nalidíxico 
(quinolona) e tetraciclina (tetraciclina), condiz com um estudo realizado por 
Mattiello (2013). Também foi observada resistência da S. Heidelberg a esses 
antimicrobianos, além da multirresistência, o que implica diretamente em um 






Tabela 1: Perfis de resistência aos antimicrobianos em 67 cepas de Salmonella 
Heidelberg previamente isoladas e sorotipadas em aviário de frango de corte e 
abatedouro. 
 




 N (%) 
A1 TET CT CTF CAZ AMC NAL 4 9 (13,4) 
A2 TET (CT) CTF CAZ AMCNAL 4 1 (1,5) 
A3 TET (CT) CTF CAZ AMC NAL (ENO) 4 1 (1,5) 
A4 TET CT (CTF) CAZ AMC NAL 4 11 (16,4) 
A5 TET (CT) CAZ AMC NAL (ENO) 4 1 (1,5) 
A6 TET (CT) (CTF) CAZ AMC NAL 4 7 (10,4) 
A7 TET CT CAZ AMCNAL 4 3 (4,5) 
A8 TET CT (CTF) CAZAMCNAL (ENO) 4 5 (7,5) 
A9 TET CT CAZ AMC NAL 4 1 (1,5) 
A10 TET (CT) (CTF) CAZ AMC NAL (ENO) 4 2 (3) 
A11 TET (CT) CAZ AMC NAL 4 4 (6) 
A12 TET CT CTF CAZ AMC NAL (ENO) 4 1 (1,5) 
A13 TET CT CAZ AMC NAL (ENO) 4 3 (4,5) 
A14 TET CT CTFCAZ AMC NAL ENO 4 2 (3) 
A15 TET CT (CTF) CAZ AMC NAL ENO 4 1 (1,5) 
A16 TET CT NAL ENO IPM 4 1 (1,5) 
A17 TET CT (CTF) CAZ AMC 3 1 (1,5) 
A18 TET CT NAL 3 9 (13,4) 
A19 TET CTF CAZ AMC NAL (ENO) 3 1 (1,5) 
A20 TET CT NAL (ENO) 3 1 (1,5) 
A21 TET CT NAL ENO 3 1 (1,5) 
A22 TET (CT) NAL 3 1 (1,5) 
 TOTAL  67 (100) 
1
Perfis entre parênteses: cepas com resistência intermediária aos antimicrobianos. NAL: ácido 
nalidíxico (30 µg); AMC: amoxacilina/ácido clavulânico (30 µg); CAZ: ceftazidima (30 µg); CTF: 
ceftiofur (30 µg); ENO: enrofloxacina (5 µg); IPM: imipenem (10 µg); CT: sulfato de colistina (10 
µg); TET: tetraciclina (30 µg).; 
2
 Número de classes de antimicrobianos a que as cepas 
apresentaram resistência. 
 
No Brasil, as tetraciclinas foram proibidas como aditivos na alimentação 
animal desde 1998, no entanto, ainda são utilizadas terapeuticamente, o que 
pode exercer pressão seletiva sobre os micro-organismos. Assim, a resistência 
a esse antimicrobiano é esperada por já ter sido muito utilizado na produção 
animal (BRASIL, 2009; MUHAMMAD et al., 2010; VOSS-RECH et al., 2015). 
A resistência à classe das fluoroquinolonas e cefalosporinas implica em 
problemas na saúde pública, pois ambas são utilizadas no tratamento de 
infecções humanas graves. Assim, a resistência a estas drogas pode causar 





al., 2013; LAI et al., 2014). Os resultados desse estudo demonstram que 29,9% 
(20/67) dos isolados apresentaram resistência a enrofloxacina 
(fluoroquinolona), alertando para o uso racional dos antimicrobianos, a fim de 
se evitar altos níveis de resistência. No entanto, 100% dos isolados foram 
sensíveis a ciprofloxacina, que também pertence a classe das fluoroquinolonas. 
As cefalosporinas de 3a geração (ceftazidima e ceftiofur) foram 
ineficientes na inibição de 80,6% (54/67) e 62,7% (42/67) dos isolados, 
respectivamente, o que é preocupante, pois essa classe agrupa algumas 
drogas de escolha para o tratamento de quadros graves de salmonelose (CDC, 
2015). O ceftiofur é um antimicrobiano de uso exclusivo na medicina 
veterinária, enquanto a ceftazidima é utilizada tanto na medicina humana 
quanto na medicina veterinária (BRASIL, 2009a; CASTELA, 2013). 
A utilização do sulfato de colistina como aditivo zootécnico melhorador 
de desempenho na alimentação animal foi proibida em 2016, sendo seu uso 
permitido somente na terapêutica em infecções com sintomatologia clínica, por 
possível impacto na saúde humana (BRASIL, 2016). Esse antimicrobiano 
pertence à classe das polimixinas, a qual as cepas apresentaram resistência de 
98,5% (66/67). É possível que essa alta resistência seja consequência do seu 
uso como promotor de crescimento até 2016. A resistência a esta droga deve 
ser acompanhada para verificar se a suspensão da pressão de seleção para as 
cepas resistentes pelo seu uso será de reverter a resistência adquirida.  
Estudos recentes demonstram a existência de genes de resistência a 
colistina no genoma de Salmonella, sequenciadas para genes de resistência 
antimicrobiana. Em 2015, Escherichia coli apresentou um gene de resistência 
transferido por plasmídeo, e posteriormente mais sete genes foram 
identificados em Enterobacteriaceae. Recentemente, o nono gene foi 
identificado na Salmonella enterica, sorovar S. Typhimurium. Este foi isolado de 
um paciente humano (CARROLL et al., 2019). 
A alta resistência encontrada nesse estudo é preocupante, assim, deve-
se realizar a análise da CIM (Concentração Inibitória Mínima) ou 
sequenciamento genético para obter dados mais apurados e 





considerada um antimicrobiano reservado para o tratamento de infecções 
graves, resultando assim em um grande problema para a saúde pública. 
A análise de similaridade genética de S. Heidelberg demonstrou elevada 
proximidade entre as cepas (Figura 2), indicando que, provavelmente, há 
fontes comuns de contaminação. 
Foram identificados dois clusters e um isolado que apresentou perfil 
distinto, assim não foi agrupado com as demais cepas devido à proximidade 
genética ser inferior a 80%.  
O primeiro cluster (cluster X) agrupou seis cepas com homologia de 
85,8%, presentes tanto no ambiente de criação do frango de corte quanto nas 
carcaças. Já o segundo cluster (cluster Y) agrupou cinco cepas com homologia 
de 80,9%, todas provenientes do ambiente de criação das aves.  
Identificou-se um subgrupo clonal no cluster X(>99% de similaridade) 
identificado como o subgrupo A, composto pelas cepas 13 e 14, ambas 
isoladas no aviário. Curiosamente, estas cepas apresentaram a mesma data de 
isolamento, porém eram provenientes de locais diferentes, uma de Capinzal 
(Santa Catarina) e a outra de Toledo (Paraná), ambas apresentando 
resistência ou resistência intermediária aos mesmos antibióticos (perfis 
similares de resistência antimicrobiana). Uma hipótese para cepas tão 
próximas geneticamente estarem presentes em locais distintos é a 
possibilidade das aves terem uma origem comum, por exemplo, do mesmo 
incubatório. Além disso, outras possíveis fontes de contaminação são as caixas 








Figura 2- Dendrograma comparativo de S. Heidelberg utilizando coeficiente de similaridade de Dice com tolerância de 1% e método UPGMA com otimização 
de 0,80%. Clusters X a Y, agruparam isolados com homologia superior a 80%. Perfis A, B e C – grupos clonais, com homologia superior a 99%. . NAL: ácido 
nalidíxico (30 µg); AMC: amoxacilina/ácido clavulânico (30 µg); CAZ: ceftazidima (30 µg); CTF: ceftiofur (30 µg); CIP: ciprofloxacina (5 µg); ENO: 
enrofloxacina (5 µg); GEN: gentamicina (10 µg); IPM: imipenem (10 µg); SUT: sulfametoxazol/trimetoprim (25 µg); CT: sulfato de colistina (10 µg); TET: 






Já o cluster Y apresentou dois subgrupos clonais (>99% de 
similaridade), o primeiro composto pelas cepas 10, 11 e 12 (subgrupo B), todas 
isoladas do ambiente de criação das aves, apresentando mesma origem, datas 
próximas de isolamento e mesmos perfis de resistência. O outro subgrupo 
clonal foi composto pelas cepas 2 e 3 (subgrupo C), também provenientes do 
mesmo local, data de isolamento, mesmo tipo de amostra, e com perfis de 
resistência similares.  
A análise filogenética ficou restrita a apenas doze isolados devido as 
dificuldades encontradas na repetibilidade da tipagem molecular das demais 
cepas com o uso da técnica RAPD. Assim, apesar de seu baixo custo e ser 
relativamente fácil sua utilização deve-se considerar as dificuldades na 




Todos os isolados foram classificados como multirresistentes por 
apresentarem resistência a três ou quatro classes de antimicrobianos 
diferentes, alarmando para o perigo que representam para a saúde pública, 
pois implica em dificuldades no tratamento de quadros de salmonelose 
causadas por essas cepas. 
O uso do RAPD permitiu a análise de 12/67 isolados, devido a 
dificuldades na repetibilidade dos demais isolados. Assim, a realização de 
novos estudos com outros primers é interessante, pois poderia aumentar o 
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